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Die N o r m a l w e r t e für 17<X O H - P r o g e s t e r o n l i e g e n u m 
100 ng/100 m l . In 11 Fällen von unbehande l t em A G S 
w u r d e n z w i s c h e n 10 000 und 100 000 n g / l 0 0 m l 17oC 
O H - P r o g e s t e r o n gefunden» 
U n t e r de r Subs t i t u t i onsbehand lung m i t C o r t i s o l ode r 
P r e d n i s o n fällt d e r W e r t auf 200 - 5 000 n g / l 0 0 m l 
1 7 o t - H y d r o x y p r o g e s t e r o n ab . In d r i ng enden Fäl len 
läßt s i c h die B e s t i m m u n g i n n e r h a l b e ine s A r b e i t s t a ­
ges durchführen. 
10. 3 P . D o e r r ( M a x - P l a n c k - I n s t . f. P s y c h i a t r i e , 
München) 
R a d i o i m m u n o l o g i s c h e Östradiolbestimmung i m p e r i ­
phe r en P l a s m a ( H a p t e n - R a d i o - I m m u n o a s s a y for P l a s ­
m a E s t r a d i o l ) 
1. Gew innung und C h a r a k t e r i s i e r u n g d e r Antikörper. 
Östradiol-3-O-hemisuccinat w i r d kova l en t an das 
Trägerprote in Keyholel impet-Hämocyanin gebunden. 
Männliche N e u s e e l a n d k a n i n c h e n w e r d e n m i t 2 m g 
des An t i g ens unte r V e r w e n d u n g von F r e u n d s Ad juvant 
i n 14tägigem A b s t a n d i n j i z i e r t . Das A n t i s e r u m , das 
z u r E n d p u n k t b e s t i m m u n g v e rwende t w i r d , hat f o l - * 
gende E i g e n s c h a f t e n : T i t e r : 32 pg Östradiol w e r d e n 
von 100 μΐ des 1:4 100 verdünnten A n t i s e r u m s zu 50% 
gebunden. Affinität: Das A n t i s e r u m e r l aub t q u a n t i t a ­
t i ve B e s t i m m u n g e n i m B e r e i c h von 1 0 ~ * u Mo l/1 
(Reak t i onsansa t z ) . Spezifität: L e d i g l i c h Östron und 
17oC-Östradiol z e i g en e ine w e s e n t l i c h e K r e u z r e a k t i o n . 
2. P r o b e n a u f a r b e i t u n g und E n d p u n k t b e s t i m m u n g . 
Östradiol w i r d aus P l a s m a m i t Äther e x t r a h i e r t . A n ­
schließend e r f o l g en V e r t e i l u n g des Ätherrückstandes 
z w i s c h e n 1 Ν N a O H und Petroläther, N e u t r a l i s i e r e n 
d e r wäßrigen P h a s e m i t Phosphorsäure, zwe i t e 
Ätherextraktion. D u r c h Dünnschicht-Chromatogra­
phie i m S y s t e m B z / E t A c (75:25) (zusätzl . 100 μΐ 
2-Mercaptoäthanol / 100 m l L a u f m i t t e l ) w i r d Östra­
d i o l von k r e u z r e a g i e r e n d e n Östrogenen und e i n i g e n 
L e e r w e r t k o m p o n e n t e n abge t rennt . D i e quan t i t a t i v e 
B e s t i m m u n g e r f o l g t i m E l u a t n a c h d e m P r i n z i p d e r 
Sättigungsanalyse u n t e r V e r w e n d u n g von Östradiol -
2. 4, 6, 7 - 3 H (S. A . 100 C i / m M ) . 
3. F e h l e r q u e l l e n . p g - M e n g e n ös t rad io l können s e h r 
r a s c h auf d e r Dünnschichtplatte o x y d i e r t w e r d e n . 
D i e s ließ s i c h d u r c h Z u s a t z von 2-Mercaptoäthanol 
z u m L a u f m i t t e l v e r h i n d e r n . R e p r o d u z i e r b a r e , h i n ­
r e i c h e n d k l e i n e L e e r w e r t e hat ten z u r V o r a u s s e t z u n g : 
Saube res Glasgerät (nach üblicher Spülung und T r o c k ­
nung E r h i t z e n für 2 h auf 500°C), we i tgehende E l i ­
m i n i e r u n g von Plast ikgerät, R e i n i g u n g d e r Lösungs­
m i t t e l und Dünnschichtplatten. D i e add i t i v e K o n s t a n z 
d e r u n s p e z i f i s c h e n L e e r w e r t e b e i d e r E n d p u n k t b e ­
s t i m m u n g ermögl ichte e ine e in fache K o r r e k t u r . 
4. D ie Zuver lässigkei t d e r Methode h i n s i c h t l i c h V e r ­
l u s t , N a c h w e i s g r e n z e , R e p r o d u z i e r b a r k e i t und Spe ­
zifität w u r d e e r m i t t e l t . 
10. 4 M . W i e d e m a n n , A . W i r t z , Η. J . B a u e r und 
L . R a i t h (I. M e d . U n i v . - K l i n i k , München) 
T r e n n u n g von f r e i e n und pro t e ingebundenen S t e r o i d e n 
m i t A m b e r l i t e . Anwendung b e i d e r B e s t i m m u n g von 
T e s t o s t e r o n i m P l a s m a m i t d e r k o m p e t i t i v e n P r o t e i n ­
b indungsmethode (Separa t i on of F r e e f r o m P r o t e i n -
Bound S t e r o i d s w i t h A m b e r l i t e . A p p l i c a t i o n to the 
D e t e r m i n a t i o n of T e s t o s t e r o n e i n P l a s m a by C o m ­
pet i t i ve P r o t e i n - B i n d i n g Method) 
P r o b l e m a t i s c h i s t b e i j e d e r Me thode , d i e auf d e m 
P r i n z i p d e r k o m p e t i t i v e n P r o t e i n b i n d u n g b a s i e r t d i e 
T r e n n u n g des eiweißgebundenen S t e r o i d s v o m " f r e i e i " 
H o r m o n . B e i den b i s h e r i g e n V e r f a h r e n w u r d e n d ie 
n i ch t gebundenen S t e r o i d e m e i s t d u r c h A d s o r p t i o n a i 
F l o r i s i l , D e x t r a n k o h l e o d e r F u l l e r s E r d e aus d e m 
R e a k t i o n s g e m i s c h abge t r enn t . E s i s t j e d o c h s c h w i e ­
r i g , b e i d i e s e n M e t h o d e n a l l e B e d i n g u n g e n w i e I n k u ­
b a t i o n s z e i t , T e m p e r a t u r , Z e n t r i f u g i e r z e i t u s w . i m 
Rouünebetrieb e ines L a b o r s für e ine größere S e r i e 
v on P r o b e n exakt e i n z u h a l t e n . W i r haben d e s h a l b 
u n t e r s u c h t , ob e i n m i t A m b e r l i t e ( A m b e r l i t e I R A 40)) 
b e s c h i c h t e t e r K u n s t s t o f f s t r e i f e n (4, 5 χ 0, 6 c m , R e -
somat® - F a . M a l l i n c k r o d t ) , d e r auch für d ie B e s t i m ­
m u n g von T h y r o x i n i m S e r u m v e rwende t w i r d , z u r 
A d s o r p t i o n f r e i e r S t e r o i d e , i n s b e s o n d e r e von T e s t o ­
s t e r o n gee ignet i s t . I m e i n z e l n e n e r g a b s i c h : 
1. T r i t i u m - m a r k i e r t e s T e s t o s t e r o n , D i h y d r o t e s t o ­
s t e r o n , C o r t i c o s t e r o n , P r o g e s t e r o n und Östradiol 
w e r d e n i n wäßrigen M e d i e n an A m b e r l i t e a d s o r b i e r : . 
N a c h 60 m i n s i n d j e w e i l s m e h r a l s 90% d e r e i n g e s e : z -
ten S t e r o i d e a d s o r b i e r t . 
2. A n A m b e r l i t e w e r d e n v o r w i e g e n d d i e f r e i e n S t e ro ­
i de a d s o r b i e r t , n i ch t j e doch die an P r o t e i n e g e b u n ­
denen H o r m o n e . 
3. B e i d e r q u a n t i t a t i v e n B e s t i m m u n g von T e s t o s t e r o n 
e r g a b s i c h i n d e m B e r e i c h von 1 - 1 0 n g / P r o b e für 
d ie e i n z e l n e n E i c h w e r t e e i n V a r i a t i o n s k o e f f i z i e n t von 
m a x i m a l 3, 9%. 
4. D i e an v e r s c h i e d e n e n T a g e n e r s t e l l t e n E i c h k u r v e n 
s t i m m t e n a u s g e z e i c h n e t überein. D e r p r o z e n t u a l e 
F e h l e r , e r r e c h n e t aus den an 5 au f e inande r f o l g enden 
Tagen b e s t i m m t e n W e r t e n , b e t r u g für 8 ng T e s t o ­
s t e r o n 5, 7% ;für 2 ng n u r 1, 7%. 
Im V e r g l e i c h zu den b i s h e r v e r w e n d e t e n A d s o r b e n -
t i en s i n d d i e A m b e r l i t e s t r e i f e n w e s e n t l i c h e i n f a c h e r 
zu handhaben ; d a d u r c h k a n n g l e i c h z e i t i g e ine größere 
A n z a h l von P r o b e n b e a r b e i t e t w e r d e n . Außerdem s i n d 
d ie E r g e b n i s s e b e s s e r r e p r o d u z i e r b a r a l s m i t den 
b i s h e r i g e n T r e n n m e t h o d e n . 
10 .5 K . H o r n , J . H a b e r m a n n , J . H e n n e r , I. z u r 
H o r s t und P . C . S c r i b a (II. M e d . K l i n i k , U n i v . 
München) 
A u t o m a t i s i e r t e Schilddrüsenhormonanalytik i m S e ­
r u m : T 3 -U1 v i t r o - T e s t und G e s a m t t h y r o x i n ( C P B ) 
( A u t o m a t i z a t i o n of T h y r o i d H o r m o n e A n a l y s i s i n 
S e r u m : Τ 3 Up take and T o t a l T 4 ( C P B ) ) 
1 o c 
U T 3 - i n v i t r o - T e s t : S e r u m (0, 2 ml ) und T 3 - J J 
(0, 1 pC i ) i n 0, 4 m l 0, 5% A l b u m i n , 0, 05 M N a - P h o s -
phatpuf f e r ph 7, 4 w e r d e n 15 m i n be i Z i m m e r t e m p e ­
r a t u r i n k u b i e r t . D u r c h e ine 25 K a n a l - P r o p o r t i o n i e r ­
pumpe können 25 P r o b e n g l e i c h z e i t i g angesaugt und 
auf 25 k l e i n e Säulen au fge t ragen w e r d e n , w e l c h e 1 g 
Sephadex G -25 f ine en tha l t en und i n e i n e m T h e r m o -
b l o c k (29°C) t e m p e r i e r t s i n d . D i e s e Säulen t r e n n e n 
den p ro t e ingebundenen und den s o g . f r e i e n = d e x t r a n -
ge lgebundenen A n t e i l des T 3 - 1 2 ^ J . D a s d e x t r a n g e l g e -
bundene T 3 - 1 2 5 J w i r d d u r c h e inen Überschuß von 
N a c h w a s c h s e r u m aus den Säulen ent f e rnt , so daß d i e ­
se w o c h e n l a n g b e n u t z b a r b l e i b e n . D i e ganze T r e n n u n g 
e r f o l g t a u t o m a t i s c h d u r c h e i n e n z e i t g e s t e u e r t e n A p p a ­
ra t i n n e r h a l b von 25 m i n . 
2. G e s a m t t h y r o x i n : S e r u m (0, 1 m l ) und T 4 - 1 2 5 J 
(0, 1 μ α ) i n 0, 3 m l 0, 5% A l b u m i n , 0, 05 M N a - P h o s ­
phatpuf fe r p H 7, 4 w e r d e n 15 m i n l a n g b e i Z i m m e r -
Biochen)ische Analytik 72. Autorenreferate der Kurzvorträge 223 
t e m p e r a t u r i n k u b i e r t . D i e I n k u b a t i o n s g e m i s c h e w e r ­
den w i e d e r u m auf 1 g Sephadex G - 2 5 s . f. Säulen au f ­
ge t ragen , we l che v o r h e r m i t 0, 02 N a O H a l k a l i s i e r t 
w u r d e n , u m k a l t e s endogenes und r a d i o a k t i v e s T 4 v o l l ­
ständig zurückzuhalten. D i e Säulen w e r d e n d a r a u f h i n 
m i t 0, 05 M N a - B a r b i t a l p u f f e r pH 8, 6 g e w a s c h e n . 
D u r c h Z u s a t z von 1, 6 m l 1:100 verdünntem Schwange ­
r e n s e r u m w i r d e ine k o m p e t i t i v e P r o t e i n b i n d u n g ( C P B ) 
des auf d e r Säule b e f i n d l i c h e n T h y r o x i n s e r r e i c h t und 
g l e i c h z e i t i g das auf d i e s e W e i s e gebundene T h y r o x i n 
e l u i e r t . D e r p r o z e n t u a l e A n t e i l d e r e l u i e r t e n R a d i o ­
aktivität i s t p r o p o r t i o n a l z u m Geha l t e i n e r P r o b e an 
endogenem T 4 . Das auf d e r Säule v e r b l i e b e n e T 4 w i r d 
schließlich d u r c h e inen Überschuß von N a c h w a s c h s e -
r u m e l u i e r t , s o daß d ie Säulen w i e d e r v e rwende t w e r ­
den können. Für d i e s e C P B - M e t h o d e z u r S e r u m - T 4 -
B e s t i m m u n g w i r d d e r g l e i che a u t o m a t i s c h e A p p a r a t 
w i e für den T ^ - i n v i t r o - T e s t benutz t . 
D i e s e e in f a chen , s c h n e l l e n und p r e i s w e r t e n T e c h n i k e n 
e r l a u b e n , d i e wöchentlich i n e i n e r Z a h l von j e w e i l s 
m e h r a l s 200 a n g e f o r d e r t e n B e s t i m m u n g e n des S e r u m -
g e s a m t t h y r o x i n s und des Tß-in v i t r o - T e s t s d u r c h z u ­
führen. K l i n i s c h e Daten und Qualitätskontrolle d e r 
Me thoden w e r d e n m i t g e t e i l t . 
10 .6 J . Spona ( H o r m o n l a b . , I. U n i v . F r a u e n k l i n i k , 
Wien/Österre ich) 
R a d i o i m m u n o l o g i s c h e S c h n e l l b e s t i m m u n g des l u t e i n i ­
s i e r e n d e n H o r m o n s ( LH ) ( F a s t R a d i o - I m m u n o a s s a y 
for L u t e i n i z i n g H o r m o n e (LH) ) 
E i n e r a s c h e und r e p r o d u z i e r b a r e U n t e r s u c h u n g s m e -
thode für das l u t e i n i s i e r e n d e H o r m o n ( LH ) i s t be i 
d e r Steri l itätsberatung von großer Bedeutung , da 
11. E l e k t r o f o k u s s i e r u n g 
11 .1 H . S t e g e m a n n (Inst. f. B i o c h e m . , B i o l o g . B u n ­
d e s a n s t a l t , B r a u n s c h w e i g ) 
A p p a r a t u r z u r t h e r m o k o n s t a n t e n E l e k t r o f o k u s s i e ­
r u n g o d e r - p h o r e s e von P r o t e i n e n b zw . Nukleinsäu­
r e n i n Röhrchen ode r P l a t t e n ( A p p a r a t u s for T h e r m o -
s ta ted E l e c t r o - F o c u s i n g o r - P h o r e s i s of P r o t e i n s 
and N u c l e i c A c i d s , r e s p . , i n Tubes o r Slabs) 
E i n e p r e i s w e r t e A p p a r a t u r m i t e in f a chen Z u s a t z t e i l e n 
i n ausbaufähiger K o n s t r u k t i o n d ient z u r T r e n n u n g von 
P r o t e i n e n und Nukleinsäuren i m e l e k t r i s c h e n F e l d . 
T r äge r s i n d P o l y a c r y l a m i d - ode r M i s c h g e l e m i t 
P u f f e r n b z w . Ampholinen®. 
Die T e c h n i k e n d e r F o k u s s i e r u n g und E l e k t r o p h o r e s e 
können s o w o h l i n P l a t t e n a l s a u c h i n Röhrchen i m 
g l e i c h e n Grundgerät durchgeführt w e r d e n . D i e a u s ­
g e z e i chne t e R e p r o d u z i e r b a r k e i t d e r " M a p p i n g - T e c h -
n i k " (1. D i m e n s i o n F o k u s s i e r u n g , 2. D i m e n s i o n E l e k ­
t r o p h o r e s e ) w i r d für P r o t e i n e aus M e r i s t e m k u l t u r e n , 
s e r u m u . ä. n a c h g e w i e s e n . 
D i e A p p a r a t u r gestat te t a n a l y t i s c h e o d e r p r e p a r a t i v e 
(20 c m ^ Geloberf läche für d ie A p p l i k a t i o n d e r P r obe ) 
T r e n n u n g e n , w o z u früher v e r s c h i e d e n e Gerätetypen 
e ingese t z t w e r d e n mußten. Für d ie k o n t i n u i e r l i c h e 
E l u t i o n gibt es e inen v e r g l e i c h s w e i s e e in fachen E i n ­
s a t z . E i n G e l s c h n e i d e r gestat te t den Schn i t t von dün­
n e r e n aus d i c k e r e n P l a t t e n , w o d u r c h be i z w e i d i m e n ­
s i o n a l e n T r e n n u n g e n i n 16 m m G e l e n b i s zu 8 v e r -
m a n m i t d i e s e m V e r f a h r e n den o p t i m a l e n K o n z e p ­
t i ons z e i t punk t b e s t i m m e n k a n n . De r h i e r zu b e s c h r e i ­
benden Methode l i eg t d ie T a t s a c h e zugrunde , daß 
G a m m a g l o b u l i n e an Kunststoffoberflächen a d s o r b i e r t 
w e r d e n können (Catt , K . J . , T r e g e a r , G . W. : Sc i ence 
158, 1570 (1967)). In so m i t A n t i s e r u m besch i ch t e t en 
Röhrchen w e r d e n die unbekannten S e r u m p r o b e n nach 
e i n e r Verdünnung auf 1:5 z u s a m m e n m i t j e w e i l s 
100 000 c p m von ^ 2 5 J - m a r k i e r t e m L H ( spe z i f i s che 
Aktivität 90 - 150 p C i p r o μg) i n k u b i e r t . G l e i c h z e i ­
t i g w e r d e n bekannte H o r m o n k o n z e n t r a t i o n e n (0, 25 -
16 m I E p r o ml ) i n k u b i e r t , u m e ine S t anda rdkurv e zu 
e r h a l t e n . N a c h e i n e r Inkuba t i onsze i t von 5 h w i r d 
das M e d i u m abgesaugt und die Röhrchen we rden 3 m a l 
m i t W a s s e r g ewaschen . D i e an den Antikörper gebun­
dene Radioaktivität w i r d von uns m i t e i n e m P a c k a r d 
A u t o g a m m a s p e k t r o m e t e r M o d e l l 5219 (Zählausbeute 
55, 8% be i 80% " g a i n " und e i n e m " w i n d o w " 80-260) 
g e m e s s e n . 
D ie A u s w e r t u n g d e r Meßresultate e r fo l g t m i t t e l s 
e ines C o m p u t e r p r o g r a m m s . In d e m ve rwende t en 
Meßbereich d e r S t a n d a r d k u r v e schwankt d ie I n t e r a s -
say-Präz is ion d e r Me thode z w i s c h e n ΐ 7 und t 15%. 
D e r V a r i a t i o n s k o e f f i z i e n t für d ie I n t e r a s s a y - B e s t i m -
mung v a r i i e r t z w i s c h e n t 6 und t 13%. D i e E m p f i n d ­
l i c h k e i t d e r Methode i s t b e s s e r a l s 0, 5 m I E L H / m l 
S e r u m . Das von uns ve rwende te A n t i s e r u m zeigt 
ke ine K r e u z r e a k t i o n gegen F S H und andere P e p t i d -
und P r o t e o h o r m o n e . 
Infolge d e r r a s c h e n Durchführbarkeit, guten R e p r o ­
d u z i e r b a r k e i t und Spezifität des b e s c h r i e b e n e n S y ­
s t e m s w i r d d i e s e U n t e r s u c h u n g s m e t h o d e von uns z u r 
Ausnützung des o p t i m a l e n K o n z e p t i o n s z e i t p u n k t e s be i 
Sterilitätspatientinnen routinemäßig angewendet . 
s ch i edene N a c h w e i s e ermögl icht w e r d e n . Für U n t e r ­
suchungen i m gene t i s chen B e r e i c h e igneten s i c h : 
unspe z . Proteinfärbung, Phospha ta s e , G - 6 - P - D e h y d r o -
genäse, E s t e r a s e , P e r o x i d a s e , P h o s p h o g l u c o m u t a s e , 
P h o s p h o r y l a s e , A m y l a s e . 
11.2 H . Delincée und Β. J . R a d o l a (Inst, f. S t r a h l e n -
t e c h n o l . B u n d e s f o r s c h u n g s a n s t a l t f. L e b e n s ­
m i t t e l f r i s c h h a l t u n g , K a r l s r u h e ) 
I s o e l e k t r i s c h e F o k u s s i e r u n g i n g e l - s t a b i l i s i e r t e n 
Sch i ch t en - U m w a n d l u n g von P e r o x i d a s e I s oenzymen 
( I s o e l e c t r i c F o c u s i n g i n G e l S t a b i l i z e d L a y e r s - I n t e r ­
c o n v e r s i o n of P e r o x i d a s e I s oenzymes ) 
M i t t e l s d e r präparativen i s o e l e k t r i s c h e n F o k u s s i e r u n g 
auf 40 c m χ 20 c m G l a s p l a t t e n i n 2 m m d i c k e n Sepha ­
dex G - 7 5 (Super f ine ) -Sch ich ten m i t Z u s a t z von 1% 
Trägerampholyten v e r s c h i e d e n e r p H - B e r e i c h e w u r d e n 
n e u t r a l e , s a u r e und b a s i s c h e I s o enzyme d e r M e e r ­
r e t t i c h - P e r o x i d a s e aus v o r g e r e i n i g t e n I s o e n z y m ­
gruppen m i t R Z 2, 5 - 3, 5(Säulen-Gelfiltration auf Se ­
phadex G - 2 0 0 und I o n e n a u s t a u s c h - C h r o m a t o g r a p h i e 
auf mikrogranulärer W h a t m a n C M 52 C e l l u l o s e ) e r ­
h a l t e n . B e i d e r a n a l y t i s c h e n dünnschicht-isoelektri-
schen F o k u s s i e r u n g auf 20 c m χ 20 c m G l a s p l a t t e n m i t 
0, 6 m m Sephadex G -75 . (Super f ine ) -Sch ich ten m i t Z u ­
sa tz von 1% d e r p H 3-10 Trägerampholyte s t e l l t en 
